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69 Verfahren zur Herstellung von Insulin-Derivaten.

€) Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Hers{ellung von
Insulin-Derivaten der Formel |

A1 S——=©8 A21
H-] Gly A-Kette Asn |-OH
oo
| | 0
S S
B2 | | B29
Y- val B-Kette [-R*-X,
in weicher

R3° fiir den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren
L-Aminoséure steht, X, fir gleiche oder verschiedene Reste
genetisch kodierbarer L-Aminoséaure steht, darunter minde-
stens eine basische Aminosaure, wobei das C-terminale
Glied Homoserinlacton sein kann, Y Phe oder H, n = 1,2
oder 3 bedeutet, durch Spaltung von Intermediaten, Proin-
sulin, Praproinsulin oder deren Analogen, das dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Spaltreaktion in der Ndhe des iso-
elektrischen Punktes der Insulin-Derivate der Formel | in
Gegenwart einer aromatischen Hydroxyverbindung durch-
gefuhrt wird.
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Verfanren zur Herstellung von Insulin-Derivaten

Insulin wird in vivo in Form eines Vorlaufers, des Pri-
proinsulins, synthetisiert. Die Prisequenz stellt eine
Signalregion fur Wechselwirkungen mit Membranen dar und'wipd
noéh bei oder aber unmittelbar nach der Synthese abgespalten.
Das Proinsulin hingegen ist ein Molekiil, das in geringen
Mengen in Pankreaseextrakten nachweisbar ist. Bei dessen
Umwandlung zum Insulin wird durch ein spezifisches Enzyn-

system das C-Peptid abgespalten. -

Die Schnittistellen fir die Prozessierungsenzyme werden
gebildet durch die Sequenzen Arg-Arg an den Positionen B31
und B32 (330 ist der spitere C-Terminus der B-Kette) und
Lys—-Arg an der Position 62 (bzw. A 1) und 63 (bzw. AOQ), die
sich N-terminal zu der spiteren A-Kette befinden. Mit

Enzymen mit tryptischer und Carboxypeptidase-B-Aktivitdt 1akt
sich in vitro Proinsulin glatt in Insulin umwandeln (Kemmler
et al., JBC 246, 6786-91 (1971)). Die Proteolyse mit Trypsin
oder trypsin-Zhulichen Enzymen allein liefert hingegen
bevorzugt jene Zwischenprodukte, die noch eines oder beide
Arginine in den Positionen 31 und 32 am C-Terminus der
B-Kette tragen, neben jenen Insulin-Abbauprodukten, die B
~terminal zu Lysin-(B29) Insulin {=des-Alanin-(B30)-Schweine-
insulin, des-Threonin-{B30)-Humaninsulin) oder zu Arginin- .
(B22) -Insulin (=desoctapeptid-Insulin) gespalten sind (Chance, in
Proc. VII Congress of Internaticral Diabetes Fed., (1570);
D.E. Steiner et al., Fed. Proc. 33, 2105-15 (1974); J.
Markussen in Proc. Symp. 5n Proinsulin, Insuiin, C-Peptide

3
Tokushima (1978)).

Durch gentechnclogischne Methoden sind heutzutage Pripro-
insuline aus FProkaryonten, inshbesondere E. ccli, zugénglich.
Besonders interessant sind dabel solche Stéamme, die Proin-

S
suline mit mensechiicher Insulinsequenz enthalten. Durch
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Abanderung der Plasmide ist es darﬁberhinaus mdglich, ge-
zielt neue Sequenzabschnitte zu konstruieren, insbesondere
Enderungen an den Positionen 31-33 und 61-63 der Proinsulin-
sequenz in der Weise, daB enzymatische oder chemische

Spaltstellen zur Freisetzung von Insulin bzw. Insulinderi-

vaten erhalten bleiben. Dazu z&hlen beispielsweise solche

Derivate, die an Stelle eines oder beider Arginine an Posi-
tion 31 und 32 eine andere basische Aminosaure, also Lysin

_oder Histidin, enthalten, so daR Enzyme mit tryptischer

Spezifitat zur Spaltung herangezogen-werden kdnnzsn. Es

- kénnen aber auchASequenzen eingefiuhrt werden, die Substrate

anderer bekannter proteolytischer Enzyme sind oder Sequenzen,
an denen eine Spaltung mit chemischen Methoden mdglich ist.
Voraussetzung fir die vorliegende Erfindung ist nur, dal bei
geeigneter Spaltung des Proinsulinanalogen ein Tnsulinderi-
vat entsteht, das keine zusatzliche Aminosdure vor dem
N-Terminus der A-Kette aufweist und unter den bis zu

drei zusitzlichen Aminos#uren am C-Terminus der B-Kette
(Positionen 31-33) mindestens eine basische Aminosiure

tragt. ’

-Solche Insulinderivate die am C-Terminus der B-Kette zusdtz-

lich positive Ladungen aufweisen, Verfahren zu deren Her-

stellung, diese enthaltende Mittel und deren Verwendung sind
Gegenstand der deutschen Patentanmelduhgen P 33 26 472.4

(HOE 83/F 141) und P 33 26 473.2(HOE 83/F 142). Ein Verfahren
zu ihrer Kristallisation ist Gegenstand der deutschen
Patentanmeldung P 33 27 709.5 (HOE 83/F 148).

Es wurde nun gefunden, daR diese Insulinderivate besonders
glatt aus den entsprechenden Intermediaten, Proinsulinen,
Praproinsulinen oder den entsprechenden Analogen herstellbar
sind,.iﬁdem man die proteolytische Verdauung oder die chemi-
sche Spaltung in der Nahe des isoelektrischen Punktes des
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gewliinschten Derivats in;Geéenwart von Phenol oder #hnlichen
Aromaten durchfuhrt. Es wird auf diese Weise nicht nur
erreicht, daR das Endprodukt aus der'Reaktionslbsuﬁg ausfallt
und somit weitgehend dem Reaktionsgleichgewicht entzogen -
wird; unter den beschriebenen Bedihgungen entstehen direkt

in dem Medium scharfkantige, prismenfdrmige Kristalle, die
wegen der geringen Oberfldche einer Weiterreaktion viel
weniger unterliegen als z.B. amorphe Niederschlage. So ist

es-beispielsweise erstaunlich, daR das Derivat Insulin-

ArgB31—OH in kristalliner Form gegen weiteren tryptischen
"Abbau auferordentlich stabil ist. '

Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Herstellung
von Insulin-Derivaten der Formel I,

A1 —S—— S— A21
H~ [Gly A-Kette Asn | -OH
l |
TQ; ? (1)
S ;S '
B2 [ 3 B29
- [va1 B-Kette - -R30x

in welcher
R30 fur den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren
L-Aminosiure steht,

X flir gleiche oder verschiedene Reste genetisch kodier-
barer L-AminosZuren steht, darunter mindestens eine
basische Aminosiure wobei das C-terminale Glied der
Homoserinlizctonrest sein kann,

Y = Phe oder H und

n = 1,2 oder 3 bedeutet, durch Spaltung von Intermediaten,
Proinsulin, Pré&proinsulin oder deren Analogen, das
dadurch gekennzeichnet ist, daf die Spaltreaktion in
der Ndhe des isocelektrischen Punktes der Insulin-Deri-
vate der Formel I in Gegenwart'einer aromatischen

Hydroxyverbindung durchgefihrt wird.

Bevorzugt ist Y = Phe.
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- Acetate, Citrat oder Phosphat) verwendet werden.

Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, Ile, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys,

Met, Arg, Lys, His, Tyr, Phe, Trp, Pro (neutrale Aminosiuren

urkerstriehen.

Unter einer neutralen Aminosdure versteht man dann insbeson-
dere Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, Ile, Asn, Gln, Met, Phe
oder Pro; unter einer basischen Aminosiure versteht man
insbesondere Arg, Lys oder His.

Nach dem erfindungsgemdafen Verlahren lassen sich bespiels-
weise folgende Insulin-Derivate herstellen (ohne daR die
Erfindung auf diese beschrinkt wire): )

B31_0H

Schwe'ineinsulin-Ar'gB31

Rinderinsulin—ArgB31
B31

Humaninsulin-Arg
-0H
-0H
-Arg
Schweineinsulin—ArgB31

Rinderinsulin-—ArgB31
B31

B31

Humaninsulin-Arg BBZOH

-ArgB320H
-ArgB320H
-0H
-LysB32-OH
B32_oy
B32

Humaninsulin-Lys
Humaninsulin-Ala
Humaninsulin-Val31-Arg

B31

Humaninsulin-Leu BB3-OH

B33py
B33-OH

-Arg
B31_his
Schweineinsuliﬁ-LeuB31—ValB3
B31_pneB320y

Humaninsulin--Arg-NH o

0
Das erfindungsgemife Verfahren wird bevorzugt im pH-Bereich
von einer pH-Einheit unterhalb des isocelektrischen Punktes
bis einer Einheit oberhalb diese Punktes in der Gegenwart

eines Phenols oder gines Gemisches mehrerer Phenole durch-
gefihrt.

-Arg
B32

2

Schweineinsulin-Val -Arg
QArg

Humaninsulin-Arg

Zur Einstellung des pH-Wertes kdnnen geeignete Puffer (wie

Bevorzugt wird nach dem erfindungsgemifRen Verfahren die

Reaktion so gefihrt, daf die Konzentration des Ausgangsma-

terials-O,S'— 39 mg/ml, vorzugsweise 1-10 mg/ml betrigt und
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die Reaktidnsgeschwindigkeit geringfligig grdfer oder gleich
ist wie die Bildungsgeschwindigkeit der Kristalle. Auf diese
Weise wird erreicht, daf viele Kristallkeime entstehen und
damit die Kristallgrdhe mit Mittel 30 sum nicht Ubersteigt.
Die Reaktionsgeschwindigkeit kann vor allem bei Enzymkatalyse

sehr genau in der gewlinschten Weise kontrolliert werden.

Mit dem beschriebenen Verfahren ist es also mdglich, die
Reaktion besser in Richtung auf das gewilinschte Produkt zu
lenken und damit die Ausbeute deutlich zu verbessern. Das
Produkt f&llt in einer leicht weiter zu verarbeitender Forn
an, die von uberschissigen Spaltungsreagens z.B. Proteasen
durch einfaches Waschen weitgehend befreit werden kann.

Als épaltungsreagenz wird beispielsweise eine Protease ge-
wahlt, deren Spezifitdt so ist, dak der gewlinschte Rest Xn
erhalten bleibt, wdhrend die A-Kette nach erfolgter Spaltung
einen freien N-Terminus H-Gly aufweist. Werden in der Proin-
sulinsequenz Methionine an.den entsprechenden Stellen einge-
fikrt, so kann die Spaltung mit Bromcyan erfolgen, wobei
C-terminal der Homoserinlactonrest erhalten bleibt.

Insulin-Derivate der Formel I und diesen enthaltende pharma-

" zeutische Mittel stellen vollkommen neue Verzdgerungsprin-

zipien dar, die ohne Depot-Hilfsstoffe, wie Zink oder
Protaminsulfat, zur Wirkung gebracht werden kénnen. Die
Depot?Wirkung geht auf ein inhdrentes, proteinchemisch
bedingtes physikalisches Prinzip, die Schwerldslichkeit des
Insulin-Derivats am iscelektrischen Punkt, zuriick. Seine’
Wiederaufl®sung unter physiologischen Bedingungen wird
méglicherweise durch Abspaltung der zus&tzlichen basischen
Gruppen erreicht, die je nach Derivat durch tryptische oder
Trypsin-&hnliche, und/oder Carboxypeptidase B~ oder Carboxy-
peptidase B-Zhnliche und/oder Esterase~Aktivitit zustande
kommt.

Beispiel 1.

Tryptische Verdauung von Desnonapeptid-Proinsulin vom Schwein

in Abwesenhnelt und in Gegenwart von Phenol.
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350 mg Desnonapeptid—ScﬁweineproinsUlin wurden sauer ge-
15st und zu 215 ml 0,1 M Tris-Puffer pH=7,5 gegeben;.der
200 /U8 Trypsin (Rind) enth&lt. Innerhalb weniger Minuten:
trat eine Tribung auf. Nach beendeter Reaktion (eca. 1 h)
wurde 100 /ug.TPypsin—Inhibitor zugegeben, zentrifugiert,
der weife Niederschlag in 20 ml 0.05 M Ammoniumacetatpuffer
pH = 4,0 mit 0,1 % eines geeigneten Detergens geldst und am
Kationenaustauscher mit einem 0 bis 1 M Kochsalzgradienten
gereinigt. Es wurden isoliert: 96 mg (36,6 %) Insulin—Arg531
~OH in reiner Form und 72 mg (27,4 %) eines Gemischs
B31 B32-OH und Insulin—APgB31?OH und

mindestens zwei weiteren Verunreinigungen (nach isoelektri-

aus Insulin-Arg -Arg
scher Fokussierung und Hochdruck-Flussigkeitschromatographie
(HPLC)). Aus dem Uberstand der Reaktion wurden 56 mg

(ca. 21 %) eines Gemischs mit 14,9 % Ausgangssubstanz, 8,7 %
Di- und Monoarginin-Derivat, 49,3V% Des~-Alanin(B30)-Insulin
und 12,2 % Desoctapeptid-Tnsulin, neben einigen kleineren,
unidentifizierten Peaks (HPLC) isoliert.

In einem Parallelansatz wurden 100 mg Desnonapeptid-Schwei-
neproinsulin sauer geldst, und zu 50 ml eines 0,1 M Tris-
Puffers pH=7,5 gegeben, der 2,5 mg/ml m-Kresol und 50 /U8
Trypsin (Rind) enthielt. Nach etwa 15 Minuten bildete sich ein
kristalliner Niederschlag aus scharfkantigen Prismen von ca.

5 - 15 yum Groke. Die Reaktion wurde nach 3 h in der
beschriebenen Welse abgebrochen. Die Aufarbeitung erfolgte

wie oben.

B31 B3

2_oH

11 mg (14,7 %) Gemisch aus Di-Arginin- und

Ausbeuten: 56 mg (74,7 %) Insulin-Arg -Arg

Mono-Arginin-Derivat

Imn Uberstand befindet sich nur noch eine Spur an Insulin-

ahnlichen Substanzen.
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Beispiel 2

B31

Herstellung von.Humaninsulin—Arg ~-0H aus Affen-Priapro-

insulin, exprimiert in E.coli, durch tryptische Verdauung.

10 mg Affen-Préproinsulin werden sauer geldst und zu 5 ml

0,1 M Phosphatpuffer mit 0,5 M Kochsalz pH = 6,8, der
1,5 mg/ml Phenol und 0,7 mg/ml m-Kresol, sowie 25 /U8

.Trypsin (Rind) enthilt, zugegeben. Aus der Reaktionsldsung

fallt das gewlinschte Produkt in scharfkantigen Pirismen von

" ca. 5-20 /um Groke aus. Die Kristalle enthalten 92 % an

Insulin und Insulin~Derivaten davon nach HPLC 78 % Human-
insulin- Ar'gB31 OH und 14 % Humaninsulin- ArgB31 ArgB32
Im klaren Uberstand der Reaktion w1rd nur weniger als 5 % an
Insulin-&hnlichen Protein gefunden. LaRt man die Kristallsus-
pension in Gegenwart von Trypsin noch weitere 2 Tage bei
Raumtemperatur stehen, so befinden sich noch immer 87 % der
theoretischen Insulin~ und insulin—Derivat—Menge im kristal-
linen Zustand, davon 79 % Humaninsulin-ArgB31—OH und 11 %

B31_,,..B32_ oy

Humaninsulin-Arg -Arg
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Patentanspriiche:

T. Vérfahren zur Herstellung von Insulin-Derivaten der Formel I,

A1 — S—— 5— A21
H-{Gly A-Kette Asn | -0H
: .
? ? (1)
S S ,
B2 [ BZ29
- [va1 B-Kette 1-R X

in welcher

r30

S

fiir den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren
L-Aminosiure steht,
fir gleiche oder verschiedene Reste genetisch kodier-
barer L-Aminos3uren steht, darunter mindestens eine
basische Aminos3ure, wobei das C~terminale Glied Homo-
serinlacton sein kann,
Phe oder H, ‘
1,2 oder 3 bedeutet, durch Spaltung von Intermediaten,
Proinsulin, Pré&proinsulin oder deren Analogen, da-
durch gexennzeichnet, daRk die Spaltreaktion in der
Néhe des isoelektrischen Punktes der Insulin-Deri-
vate der Formel I in Gegenwart einer aromatischen
Hydroxyverbindung durchgefihrt wird.

Verfahren gem&® Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf
839 in der Formel T fur Ala, Thr oder Ser steht.

Verfahren gemaf Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daB Y in Formel I fur Phe steht.

&erfahren gemalk einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, daB das Insulin-Derivat der Formel I die
Sequenz des Humaninsulins, des Schweineinsulins oder des
Rinderinsulins hesitzt.

Verfahren gemi? einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzelichnet, da®b X in Formel I {UGr einen neutralen

und/oder basischen AminosZurerest steht.
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6. Verfahren gemiB einem der Ansprﬁche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daB die Spaltreaktion in Gegenwart von

einem Phenol oder eines Gemisches mehrerer Phenole durch-
geftihrt wird.

7. Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, daR die Reaktionsgeschwindigkeit so
gewdhlt wird, daB bevorzhgt das Reaktionsprodukt in Form
von bis zu 30/um groBen Kristallen anfdllt.

10 _ .

8. Verfahren gemdB einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, daB zu Beginn der Reaktion das Intermediat,
dds Proinsulin oder deren Analoges in einer Konzentration
von 0,5 bis 30 mg/ml im Reaktionsmedium vorliegen.

15

9. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB® das Reaktionsmedium ein wiBriges, in
geeigneter Weise gepuffe}tes Medium darstellt.

20 10. Verfahren gemiaf einem dér Anspriche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, daRk das Spaltungsreagenz eine
Protease darstellt, deren Spezifitdt so ist, dah der
gewlinschte Rest Xn erhalten bleibt, wZhrend die A-Kette
25 nach erfolgter Spaltung einen freien N-Terminus aufweist.

11. Verfahren gemiB einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, daB das Spaltungsreagenz Bromcyan dar-
stellt, wodurch am C-Terminus der B-Kette der Homoserin-

30 lacteonrest erhalten bleibt, wahrend beil der Spaltung an
Met-AO0 der nattrliche N-Terminus der A-Ketté entsteht.
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